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生 長 点 組 織 培 養 に よ る ウ イ ル ス 催 病
Cymbidium の無毒化と抗血清処理の効果
井 上 成 信
/=卜長 点近傍糾織にウイルスが存在 しないとい う報 'L l125)か裁断 こな り,Morel(1952,
1955)が組織培兼を用いてウイルスに感触 した ダリアやシャカイ モからウイルス ･7 リ-
の裡仝植物を作 り出す ことに成功した.その後 こC〕プJ法に よって 多塩類の植物で ウイル
ス ･フリー化の成功がみ られ る卜4･8-L6-24･27). ラソ榊組物では Morel(1960)がモザイク
l)14こ躍った CymbidLum の生長点組織を培正し,鎚全納物が得られたことを祖語したか,
その後詳 しい報雷がみられない,Morelはまたその増感中葉や根を発生す る前に プロ トコ
ーム様球体 (以 下ープロ トコームとい う)が形成 さjLることを発見 し,このことがのちメ リ
タロンと称される繋耕法7･13･26)の日月発の端緒となった.現在この方法が ラソの損 .L'lに広 く
潜及されている. しか し一般に このメリクロン繁相法はたんに 増殖を目的 と しているた
め,活着に安全な大きい組織をLjJり取 って培避す ることとな り,ウイルス ･フ リ-化まで
に七っていないようである.このためJTl_長点組織の大 きさとウイルス除去限昇との関 係に
ついて明らかにしてお くことは ウイルス ･フリー化の基礎として,またその応用 ヒにおい
ても窮要であると考えた.
本報告ではラン4-･HirL物の多棚I.jf.にわたって発生の 多い Odontoglossum ringspo[vlruS
(ORSV)と cymbidium mosalC＼′irus(CyMV)について∴催病 Cymb7dium の生長点
組織の培燕によるウイルス ･フリー化を試みた.その嚢鮫の途中でウイルスの鯉11_i化が非
常に難 しいことが認められた ORSV 椎病憤物については, 分離 した生長点糾織を抗血清
で処理 し, 培兼する方法を試ん, ウイルス ･-/.)一化を 高めることに成功した. 今まて
に,生長点組織培養に抗血清処理を組合せた研究輔1-L.I-は人 られず,ここに新 しい知見を含
め,得られた結果を記述する.
本実妹を遂行するにあたり,終他省2.7fな こ教71確 賜わった大阪肘立大学拙学部叔増井と忠粥博士に
深.朗の;菖潅水する また Cγmbid1mLの加増や試料の鰍判こ協ノ｣された IJりEtl草城助手 ･光畑州_技′r':
に感謝する
実験材料および方法
ORSVおよび CyMV･催病 Cymbidtum はそAlそ′tt接感 して発病 した若い竃を恥 入した.
組織内ウイルスの中和試験 径約 1･5cm 大JIORSV 催病 CymbtdLum の-ルフおよ
び病兼を 洗浄消帯 したのち,バルブでは 1mm9角に 切った もの (1区10片) と.Ji:さ
n2挿口59年 1月ILEl受JI=[_J.
本研鋸の一部は文部省科′別粁先一札 .-挑趨番ぢ86520によ,,た.また本搬塩の内容の一部は昭和46
年4月,E]木植物柄即学会で用意した6'.
)2二i
1mm に滴り｣りにし,さらに十文字に4等分したもの (l区1片),病う㌣亡は 5mmの長
さにり)った小片を供試した. これらの小片を']=型食塩水で8倍に杭釈 Lた ORSV抗血清
(力価1:2048)5'にT.)r走の時間滋hliL,001M りん恨緩衝液 (pH70)でよく洗浄した
のち,余分の水滴を殺術ろ紙で吸い収り,それぞれに同絃術液 1116をbuえてり1時L.ツ
ルナに接椀して隼じた局部病Bf数を調へた.料.Iti.JLとしては生輝食塩水に浸潰したものおよ
び鮒処理のものを同様(,=して調べた.
生長点組織の分離と培葺 附占 Cymbidlumの1!.1･し､苗 および側芽の/J二k′与糾織を分甜
1-j料とした.韮および根を切り落 して水洗L,5%次曲j:･"'L寸言般 カルンユウム溶液に5分間
浸LTiJtして?削iLたのち,殺蘭水で洗浄し,余分の7r(を殺L村/)紙で 吸い取って から,他人
鏡下で 薬節状を とり除き,生長点 机織
(Flg,1)を()1,02,0.3,O.4,05,
0.6および 】･Ommの長さに 切 り取っ
た.これらの分射した糾織を試ま抜管の寒
天増jl't_&･rこlr,Y亡床 し,20-24oCで培養L
た.寒天培用凡はシャガイそ ･タマ不IJ.-
(各2OOg/26)亜汁(,i KnudsonC成分り'
および0.7% 寒大を加えた ものを用い
た.液体培地は上i己培JH11,Lに')米大を加え
ないものであった.これらの培地は試娘
管および =.角フラスコ (50,lOOmt)に
分汁して用いた.
削織が年.ii:して生じたプロト二】-ムほ
新しい寒大JlI.地 または液体上.:I.1地に馴1Il_L
I.･l'-足した.液体培掛 ま1分間に2(･〕｣転す
るluJ転上.'l-li法で子J'･った.また病棟のlJ:.良
点組織から誘1指したフpトコ一人につい
ても芽先糾純を切り取って1.･'T一点を
行った,
抗血清処理 ORSV抗血硝5'は
ミ1)ポ77 ･1ルターを用 いて無幽
ろ過し.上記培養液て4(1Llに帝釈
して用いた.この抗血清波に,分
離した生山,･泉組織を 1時間浸～liし
たのち,余分の水滴を1111q/I)鵬で
吸い取り.uぺ験管寒天培地に1rT･床
し,培jl'iした.
プロ トコームの分割継代培養
ll.&点組織の培月によって形成さ
れたブ･コトコームをさら{_液体L･r
転柄鬼すると,火T,根を/1三しない
t21
『
i
Hg.I.Apleal11erlStCLn10日(､ymhl(ll'1Em
Fig121ClumpolprotocormsprodLlCedb)･利)】Cal
llCrlStemCuJtLl-eOfORSl･-LnlectedCymbLdz〃7'L.
舵ギtrJl')も
で, 多数のプロトコ-ムが形成され,増殖する (Fig.2). これらの プロトコ-ムを分割
して1個宛液体培亜する分割継代増益を数ft 股謁7代まで繰返した.
ウイルスの検査 生長した植物は水苔に移植して温室で育てたが,移植の際フラスコ内
で生長苗とともに多数のプロトコームを形成しているものについては,この球体を分離し
て最初のウイルス検査を行った.反応が陰性であったものや末検査のものは3年J.',]水苔
に植えて育成し,その間 ウイルス検査を2- 3回行った. ウイルスの検査は病敷観察,
生物検定 (ORSV ではツルナと Chenopodium alnWanticolorに,CyMV では Datura
slrlamOnium と C.amarlanlicolorに接髄)およびウイ/L,ス粒子の電蚊観察, ときに血清
反応試験を行い,ウイルスの無凝化を判定した,
実 験 結 果
抗血清による組織内ウイルスの中和
ウイルスは同唖ウイルスに対する抗血清と混合すると｢囲 ]されて感染しなくなる.そこ
で抗血清でもって曜病 Cymbidium 組織内のウイルスを中和しようと試みた. その結果
は Tablelに示した,
TZlblcL PillhogemCltyOfgroLIndLJSSuCOfORSV-inrecledC),mbLdut71乙
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Numberoflocallesions事
Experlmenl Tissue lmIm､l~し;iontime
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?
*:AvelーagenunlberoHocaljcslOnSPerleaf(,lTelragonLaeXL･ansa.TLSSueS-bulb
(1).ItenpJeCeSOflrlm3diseasedbulbs LnOCUlaled wllh ORSV;bulb(2):a
bulb(i.5cm dianleler)wasslicedLoaboutilTlm lhicknessandthenthepiece
lVaSCutlntOfourequalpieces;leaf:ptccesofleaf,0.5mm inlength, The
tlSSueSWereimmersedforlhourinORSV-antlSerum dilutL.d8foldinvolunle
＼vlthculturetledium,andwashedwJlh0.OIM phosr)ha[ebufer,pH7.0;then
HH･excess､10lut)o∫一Onthe[issueWこISremoved by flte｢paper. TheyWere
lhengroLIndln1meofO.lM phosph･llebuffer.pH7.0,andthesap､柑SLlSed
asthelnOCulull.
病原性を調べたツルナでの局部病斑数は,′くルブの 1mm3角片を 1,2時間 および1日
17月髭hTfした場合, 1東当たり (以下同じ)生理食塩水没故区ではそれぞれ 23.8,20,1,
18.9,抗血清由trt区ではそれぞれ 12.8,1.7,0.5で,後者の区の病斑数が少なかった.
'iJL,ブ小片を1日間匝出した脇合の局部病培敬は,佃処理区では 38.3,生理食塩水kTiLt
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区では15.3,抗血清泣tilrTiでは1.4であった. この小片の試畝でも抗血清u出区の病原
性が低かった.其片を20時臥 ln間および2日間没-h'tLた場合の局部病規数は 生理食
塩水浸払区では それぞれ34.4,35.5,41.6,抗血清浸潰区 ではそれ ぞれ23.8,33･1,
26.2で,両者間の病原性には大きな差がみられなかった.
生長点組織培養による羅病植物の無毒化
1.ORSV羅病 CUmbidiLm の無毒化
生長点組織 (Fig.1)はできるだけ少さく,難原基をつけないで切り取るよ･-,に心がけ,
合計155個体分離して培盛したが,枯死したものが多く,また生長途中枯死したもU)や雑
菌の混入したものもあった｡ 生Il･こしウイルス検査できたものは42個体であったが, その
結果は Table2に示した.
無制 ヒ個体数は生長点組織の大きさ0.1,0,2,0.3,0.4および0･5mrnでは,そ′:L-'-
れ1/6(ウイルス ･フリー個体数/検定個体数),0/17,0/3,0/6,0/10となり,0･1mm
の大きさの1個体のみが無引)=化されたに過ぎなかった.棄原基を除いた生長点J^端の中央
帯の如 こあたる0.1mmの大きさでも無1封ヒされなかった ものの方が 多く,ORSV滞
病 Cymbidium の′ヒ長点組織の培養による ウイルスのフリ-化はかなり難しいようであ
った.
Table2.Productt010fvlru5-日-eeCymbldlumbyme<lnSOEapICa】
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TISSueS Werejm nlerSed for1hourln ORSV-an tlSerum diluted 4 foldinvolume
withculturem edlum ,the excess solution Onthetissue w as removed b y
slerlizedRlterpaper,andHlCn CultLlredonagarmedium.
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2.抗血清浸溝による ORSV羅病 Cymbidium の無毒化
切り取った生ij:点組織を培養前 ORSV抗血=LJ.I,二浸机処理した場FIの効果について 調べ
た.前項と同様i'_して分Lljltした培養個体数は 1∠19作継 であったが,枯死したものが多く,
また雑向の混入したものもあって, ′日立したのlL37T廿体であった, ウイルスの検査結果
は Table2に示Lた.
ウイルス ･フリーの個体数は 生長点組織の 大きさ0,1,0.2.0,3,0.4および ()･5mm
でそれぞれ3/4,10/22.5/8,0/2,()/1であった. 糾織の大きさ01-0･3mmでウイル
ス･プリ-の植物が得られ,その合計の鯉l'Aj北 率は529%で,17)つた. この結果,蛸遡航
rTlg.3.P一antsg1-0Wl1bythecultureolilPICalmeristem orORSV-1nlecled
CJ,mbl(/bum.2plantleLsrronlthelefL.VIT-usfree,3PlanHetsfrom the
right:vlI.uSdleaSedones.
ノl三良点組織を抗血清で処理することは,ウイルスりフリー化を高める効果o)メ′'ることが認
められた.またウイルス･フリ 化ーさiした領土,杵柄組物に比べ,生育が L'しく良好であ
った (FIE.3).
3 CyMV 羅病 Cumbidiumの無毒化
CyMV についても牛長点別紙の蛸相による軸心化を試みた. 組織1;-hr'Eは219lT.71体行っ
たが,初期の実験で枯死したものか多く,ウイルス牧子r_できたものが少なかった.ウイル
ス検在を行った結果は Table2に示 した.
ウイルス･フリー個体数は生長点組織の大きさ0.1.0.2.0,3,0.5,06および 1･Omm
で,それぞれ2/2.5/6,I/1,0/1,0/1,0/7であった,O,1-0.3mmの大きさの組織で
8/9のTl)イルス･-/.)-の植物がflJLb九,そいIT計の撫Ll化率は88.9%でk)-ノた.
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プロトコ-ムの増葺による無毒化
1,プロトコームの分割培養による ORSV および CyMV の無毒化
プロトコーム (Fig.2)をl個ずつ分離して培養することにより. ウイルス ･フリー の
植物が縛られるかどうかを調べた その結果は Table3に小したI
径 1-2.5mm の大きさのプロトコームを分割して培養することを繰返す継代培養 (最
.i.･,7代)を行ったか.ORSV では合計208個体のすへてが.CyMV では合計28個のすべ
TabJe3.ProducrlOnOrVけLIS-TreePl'ntb) sHCCeSIVeSeP'11､iltCCulLulJe
ofeachprotocorm･=くebodyorItshpmerlSte.l Producedbv
llSSLleCultureofORSV-andCyMV-1nreCtedC_vmb‡dLum an(Ithe
crlectorantlSerLInllrea[mL!nr
Exper川Ielt Virus JM'ltCrlaI
UntrCalecl
DIclmeLerandlelgth
(1111)
OrqSV ProTocornl 1-2,5
CyMV P7.0locOrm 12.5
0RSV tlPpIP.lie:gSlr?.J∩ o･lJ･3
Trea〔ed ORSV Pl･0[ocorr1 ト2.5
NumberofNLlnlberofNumberorp一antstested
208
28
t26
10
dJSeaSeCLvlruS-freeplant planl
? ?? ? ?? ? ??
＼vltl
antlserLlが ORSV :rlPp:召rcor芸lremm o･1-013 90 83 7
*:TISSueS VヽerelnllleSI･edforIhourlnORSV-anliserumdlLuled4fotdlnVOlullC
WllhcultLlrPmedlunl.
てが病棟となり,ウイルスのフリーの植物は拘られなかった.CyMV 欄病球体について
は'-R験数が少なかったので,さらに多数のものについて調べ,紘.lGをたす必要がある.
2 プロトコームの大きさとウイルス濃度
前項の試験に関連して,プロトコームの大きさによってウイルス濃度に一定の傾向があ
るかどうか調べた.ORSV椛病 Cymbtdlumの1株から誘r17し増殖したプロトコーム10個
Table4,ThesIZeOfthePl`OtOCOrmllkebodleSandtheconcentrationofORSV
Test
?
?
? ? ? ??
?
128
Diameter We)ght Averagenunlberolro c a l
(mm ) (g)
I.0 ∩.003
1.5 ().0〔5
I.5 ().005
1.8 0.007
1.8 0,007
2.0 0.008
2.2 0.OOLJ
3.0 0.015
3.0 0,015
3.2 0.015
Lesionsperleaf+
34.5
40.0
68.3
15.5
17,0
15.8
75.3
6.1∴1
34.0
31,3
Pro【ocorrn＼vasgroundWi[hloo＼′/lVOlWa【erandthesapWasusedastheinocL目しLm.
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について,それぞれ重さに対して100倍蕊の水を加えて磨砕し,ツルナに接抑して生じた
局部病斑数を数えた.その結果は Table4に示した.
径1･0-3･2mm大のものが供試されたが, すべての個体に病原性が認められ,また大
きさの違いによるウイルスの浪度差に一定の帆 句がみられなかった.このように径 1mm
以上のプロトコームに高股度のウイルスが存在したことは,球体分割堵盛rLよるウイルス
の無毒化ができなかった前項の ORSVの結果を袈付けるものであった.
3.ORSV雁病プロトコームの芽先組織の培茸による無毒化と抗血清処理の効果
ORSV取柄ブpトコームの芽先組織の培掛 こよるウイルスのフリー 化を試みた.また芽
先組織をORSV抗血清に投･Hiした場合の効果についても調べた.それらの結果はTable3
に示した.
0.1-0.3mm大の芽光組織を培養し,126個体についてウイルス検査を行ったが,その
すべてが発病し,ウイルス･フリー の粕物は得られなかった.抗血清処理を行ったもので
は90個体中7個体が ウイルス ･フリー の植物となり,その無毒化串は7.8%であった.
プロトコームの芽先組織の培基の頓合でも,抗皿招処理によって ウイルス･フリー の植
物が縛られたのであるが,その無 毒化率は生長点組織培養の場合の52.9%に比べ低かっ
た.
考 察
ウイルス曜病植物の生長点組織の培発によってウイルス･フリーの植物が得られること
は多種類の植物で報告されているL･3･`'･8･11･12･L卜 L7･19･lZO･21･27).また組織増薬に薬剤処理や熱
処理を組合せて ウイルスの フリー 化に効果を あげた報倍もある2118･tZl~23).このような場
令,培溢する生艮点組織がより小さいほど触 苗化率が轟くなるが,その大きさはウイルス
あるいは植物の租掛 こよって,また植物の部位によって異なることが知られている18･17)
本報告では ORSVおよび CyMV擢病 Cymbidium の生長点組織の培華によるウイル
スの1無髄 化について検討した.その結果,ORSVでは 0.1mm の大きさのもの1個体が
ウイルス･フリーの栢物となったのみで,その他の検定個体のすべてが発才)1=L,ORSVの
無緑化は薬原韮のすべてを除いた先端の中央珊のみ培董しても非常に難しいことが認めら
れた.TMV滞病植物では板を基剤処理し,根端近傍組織の細胞分裂指数が減少するとウ
イルスが根端近くまで分布するという報告10)があることから,Cymbidiumでは他科の多
くの植物に比べ,生長がゆるやかであるため,ウイルスが生長点組織のより近 くに達し,
ウイルスのフリー化が難しいのでは なかろうか. このことは,蛍光抗体法JiJ用いた観察
で,ORSV惟病 Cymbidium の生長点の半球形組織部まで特異蛍光が認められた (宋報
普)ことによっても考えられた.
ウイルス･フリ-化の難しかった ORSV椛病 Cymbidium でも,0.3mm以下の生長
点組織を ORSV抗血清で処理したのち培養するとウイルスがかなり高率にフリー 化され
ることが認められた. このことは ORSV櫛病,.'ルブ片を抗血清に浸肌すると病原性が著
しく低下した結果から見て,組織内のウイルスが抗血精によって中朝されたためとも考え
られたが,検定個体の約半数が無dI;化されなかったこともあって,その矧巾は明らかでな
い.しかし生長点組織培丑に抗血清処理を併用することはウイルスのフリー 化を高めるき
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わめて有効な方法であるといえる.
CyMVの場ご｢では,隼長点組織の 0･1-0,3mmの大きさの培茂で,ウイルス ･フ
リーの一帖物が｢轟臣二縛りJtた.Morel(1960)はモザイク病 Cymbidium の牛ly.点飢餓
0.1mmを培基し,ウイルス ･71)-の植物を得ている.これらのことから CyMV の無
毒化は ORSVに比べかなり容易であると言える.
組織培養によって形成されるブロトコームを分割継代培兼することによりウイルスの無
召f化ができれば大変有益であると思われたが,ORSVおよび CyMV輝病由来の球体の分
割ではウイルス･フリーの組物は得られなかった. このことは ORSV曜病棟から増殖し
たプロトコ-ムの径 1-1.5mm の大きさのものにも高濃度のウイルスが存在したことか
ら理解された.つぎにプロトコームの芽先組織を分離培養することによりウイルス ･フ
リーの植物を得ようと試みたが成功しなかった.そのような球体の芽先祖紙でも,0.1-
0.3mm 大のものを ORSV抗血清処p-l!.し堵並すると,90個体中7個体がウイルス ･7.)
-の地物となり, この場合でも生長点組織と同様,抗血清処理の効果がみられた.しか
し.その無毒化率は生長点組織の場合より低 く,ウイルス無碍化のためにブロトコームを
材料として用いることは不利である,
現在ラン栽培者が増穂を目的としているメ1)クロン繋解法では,括薪に安全な楽原-AEを
2-3つけた2-3rnmlらしと,小さい場合でも1mmの大きさの生長点近傍組織を培華し
ていると言われ, この｣こうな組織では ORSVや CyMVを鮎眉ヒすることはできないと
いってよいようである.
摘 要
oRSV および CyMV椛病 Cymbidium の生長点瀦L織の培兼によるウイルス ･フリ-
化と抗血清処環の効果について実験した,
1) ORSV聯病 Cymbidium のバルブ小片 (1mm3)を ORSV抗血品 二2時廿 t'たほ
1日間を･utL,よく洗浄してから購砕した租汁液について病原性を調べたところ,病根性
の著しい低下がみられた.
2) ORSV肺病 Cymbidium の生長点組織の培養では,011mmの大きさのl個体が
軸粒化されたのみで,他の 0.1-0.5mm大のものすべてが保毒株となり,ORSVの無ん
化はかなり難しいことが認められた.
3) ORSV曜病 CymbldLum の生長組織 0.i-0,3mm大のものを ORSV 抗血hlJi二1
時間浸.iF'モしたのち培養したところ,34個体中18個体か撫L.-;化され, 抗血清=.処理がウイル
ス ･フリー化に有効であった.
4) CyMV肺病 Cymbidfum の生長点組織の培苑では,0･1-0･3mm大のもの9個
体中8個体が撫Ii化された.
5) 組純増掛こよって形成された多数の プロトコ-ムを分割継代培凍することに よっ
て,ORSVおよび CyMV のフリ-の植物は得ら)Lなかった.また ORSV催病棟から誘
導したプロトコ-ムには,行.1.O千l.5mmの大きさのものにも高批度の ウイルスが含
まれた.
6) プロトコ-ムの芽先招義によって ORSVのフリー化はできなかったが,0.1-0.3
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大の組織を ORSV 抗血清で処理したのち墳墓したところ,90個体中7個体がウイルス ･
フリーの植物となった,
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EfectofAntiserum Treatmenton the Production of
Virus-freeCumbidiumbymeansofMeristem Culture
NarinobuINOUYE
Summ8ry
ExcisedapicalmeristenlSOfCymbLdLum PlantsinfectedwithORSVandCyMVwere
cultured,andtheefectofantLSerum treatmentOrttheproduct10nOfvirLIS-freeplants
wasexamlned.
1) PleCeS(1nlm3) ofthebulbofORSV-infectedCymbtdlum Wereimmersedfor2
hoursor1daylnORSV-antiserLIm (literlこ2048).AfterWashingwith0.OIM phosphate
bu打er(pH7),tleyWeregrOundinlnlβOfthesamebufersolutlOn,aldthecrudesap
wasexaminedforltSPathogenicity. A markeddecreaseinthepathogenicilywasob-
servedbythistreatTlent.
2) BythecultureofapIC'llmensL'em ofORSVlnfectedCymbidlum.Onlyoneplant
from themerislemO.1mmlongwlthouL'1eaEpnmOrdlaWasmadevirus-free,andalthe
plantsfrom othermeristenlSOf0.1to0.5mmlongcouldnotbemadevlruS-free.TluS
itwasdinTICulttoobtainvlruS-freeplantsfrom ORSV-inFectedones by meansof】ler-
istem cLlture.ButvirLIS-freeplants(18/34,52.9%)Wereobtainedfrom thecLltureof
the0.lto0.3mm longaplCalmerlStem.WhichhadbeenImmersedfor1hourinORSV-
antiserum beforetheculture. TreatmenLWithantlSerLlm appearstobeusefLlH for
obtainingvirus-freeplants.
3) CyMVwaseasllyeliminatedfronltheCyMV-infectedCymb‡dl･um bycultLlreOf
apicalmerislem.0.1lo0.3mm long.
4) Virus-freeplantscouldnotbeobtalledbysuccesIVeSeparateCult.ul･eOfeach
protocorm,0.1to2.5rnm lndiameter,pL10ducedbythecultureoftheORSV-andCyMV-
1nfectedCymbldlum merLSlems,A highconcen亡raL10nOfthevlruSWasdetected ln tle
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prolocorrnspropagatedfrorLORSV-infectedplantseventhose1lo3.2mrnlndianleter.
5) Novirus-fr-eeplantswereobtalnedbythecultureofthetipmerlStemOfOl?SV-
infecledprolocorms,butvirus-freeplants(7/90.7.8%)wet-eObtained wlen the0.1to
0.3mm longtissueswereculturedafter1hourimmersioninORSv-anliserum,
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